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Durante largo tiempo, el suero se ha utili­
zado para la alimentación animal. Mas recientemente, debi­

do entre otras cosas al desarrollo de métodos para ultra- 
centrifugación del suero, se han separado las proteínas 

del suero, lo que significa que se obtienen grandes canti­
dades de permeato de suero. Este permeato tiene un conteni 
do muy bajo de proteínas mientras que las concentraciones 

de lactosa y sales son aproximadamente las mismas que en 
el suero. El permeato de suero, con sus bajos contenidos de 

proteínas, se considera hoy en día como un producto de de­
secho y, como tiene un gran consumo biológico de oxígeno 
BS (DODy), es un producto de desecho costoso de tratar.

Sorprendentemente,se ha encontrado ahora que 
los altos contenidos de lactosa en el permeato de suero, 
pueden utilizarse en un procedimiento nuevo para la produc 

ción de ácido cítrico.
El ácido cítrico se utiliza en gran escala 

en la industria alimentaria como sustancia aromatizante*', 
y puede utilizarse también en cierta extensión en las in­
dustrias farmacéutica y química técnica. Por ejemplo, él. *-, 
ácido cítrico se puede utilizar como agente complejante .en . 

compuestos de limpieza y para la depuración de gases de 
chimenea.

Los métodos de producción de ácido cítrico 

empleados en la actualidad son muy antiguos. El método más 

común es todavía aquél en el que se fermenta Aspergillus 
Niger en la superficie en recipientes abiertos utilizando 
melazas como fuente de carbono, preferiblemente melazas pro 
cedentes de la remolacha azucarera. Existen actualmente 
métodos modernos de inmersión, con o sin cultivo continuo,



P- 6 8 .9 9 7

5

10

15

20

25

30

1068

H o ja  nAm. g

- pero éstos únicamente se han puesto en aplicación comerci: 1
en un pequeño número de casos.

Todos los métodos comerciales de la actuali­
dad están basados en el uso de sacarosa como fuente de caí 
bono, en su mayoría en la forma de melazas. En menor esca­

la, se han utilizado hidrolizado y almidón como fuentes de 

carbono. Adicionalmente, en la patente de EE.UU. 3*717.549 
se ha propuesto un método para la producción de ácido cí­

trico, en el que una capa de fermentación acumulativa de 
ácido cítrico se fermenta en condiciones aerobias. Como 
fuentes de carbono adecuadas, se proponen almidón, melazas, 
sacarosa, glucosa, maltosa, dextrina, fructosa o galacto­
sa.

La lactosa es una forma de azúcar que se pre 
senta principalmente en la leche. Además, existen sólo un 
pequeño número de microrganismos que pueden utilizar lac­
tosa como fuente de carbono. Estos microorganismos están* 

presentes usualmente en la leche y son capaces de formar 
-galactósidos. Por consiguiente, representaría una gran; 

ventaja económica el que fuera posible utilizar la lactosa. 
contenida en el suero o en el permeato de suero como fuen­
te de carbono en la fabricación de ácido cítrico, en compa­

ración con el uso de otros tipos de azúcar o hidrolizados 

de celulosa o almidón como fuente de carbono.
De acuerdo con la presente invención, se ha 

comprobado sorprendentemente ahora que es posible producir 
ácido cítrico en un procedimiento en dos etapas por culti­
vo de microorganismos adecuados mientras que se utiliza lan 
tosa como fuente de carbono. Para poder utilizar la lactosa 
como fuente de carbono, la lactosa tiene que transformarse
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en ácido pirúvico, el cual se puede transformar más tarde 
en ácido cítrico. El problema escriba en conseguir que el 

ácido pirúvico se concentre en la solución de cultivo de 

tal manera que el mismo pueda transformarse en ácido cítri 
co por la influencia de microorganismos.

Así pues, en este procedimiento,tiene que ei 
tarse-la transformación del ácido pirúvico en CO2. Adecua­

damente, esto puede lograrse influyendo en el metabolismo 
aerobio de los microorganismos. Una tal influencia puede 

conseguirse, por ejemplo, por adición de cianuros que en­
venenan la respiración de los microorganismos, por dismi­

nución de la adición de oxígeno, o por adición de aneromi- 
cina.

i

Así, la presente invención se refiere a un 

procedimiento para la producción de ácido cítrico, proce­
dimiento que se caracteriza por el hecho de que E. Coli KG * 
93, F" se cultiva en una primera etapa durante 15-24 horas 
a una temperatura de 20-37^0 y a un pE de 5,0-7,5 sobre un 
substrato constituido por permeato de suero al que se han . 

añadido fosfatos en concentración de 0,8-1,6 g/litro y ni­
tratos en concentración de 0,8-1,2 g/litro o una cantidad 

correspondiente de urea, por el hecho de que H. Wickerha- 
mii CBS 4308 se cultiva en una segunda etapa durante 20-26 
horas a una temperatura de 15-35-0 y un pH de 4,5-6,5 en 
la solución de cultivo procedente de la primera etapa des­
pués de lo cual se obtiene ácido cítrico de la solución de 

cultivo de una manera conocida per se.
Un substrato adecuado que puede utilizarse

30
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en el cultivo es un permeato de suero que tiene la compo­
sición media dada a continuación:
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materia grasa 

proteínas

Porcentaje en peso

0,10-0,30

0 , 01- 0,1
lactosa 4,3 - 5,5
sales 0,2 -0,8

ácido láctico 0,03-0,13
estando el resto constituido por agua.

Dado que existe una deficiencia principal­
mente en compuestos nitrogenados en el substrato, la mis­
ma tiene que complementarse con nitratos o urea. Para ello, 
puede utilizarse un solo nitrato o una mezcla de dos o más 

nitratos. Por ejemplo, el nitrato de potasio es un compues 

to adecuado. Adicionalmente, tiene que añadirse fósforo al 
substrato, y lo más conveniente es añadirlo en la forma de 
un fosfato tal como KI^PO^, I^HPO^ ó NaNH¿jHP0^. Podrían 

utilizarse también otros fosfatos y compuestos de fósforo. 
El substrato tiene que complementarse de tal modo que el 
contenido de fosfato sea 0,8-1,6 g/litro, preferiblemente*. 
1,2 g/litro, y el contenido de nitrato 0,8-1,2 g/litro,Zp'rg. 
feriblemente 1,0 g/litro. Entonces, en lugar de nitrato, <! 

se puede añadir una cantidad correspondiente de urea.-..
La cepa de microorganismos (Escherichia Ooli 

KG 93, F**) que se utiliza en la primera etapa se seleccio­
na con respecto a su capacidad para formar ácido pirúvico, 

mientras que la cepa de microorganismos (Hansenula Wicker- 
hamii OBS 4308) que se emplea en la segunda etapa se selec­
ciona con respecto a su aptitud para formar ácido cítrico.

Convenientemente, ambas etapas del cultivo so 
llevan a cabo continuamente. Cuando se transfiere el líqui­

do de cultivo procedente de la primera etapa a la segunda,
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- no es necesario por regla general destruir el E. Coli.
A menudo existe especialmente una diferenci: 

en temperatura y pH entre las dos etapas, lo cual tiene 
como efecto el que las células transferidas de E. Coli no 
puedan competir con las de H. Wickerhamii. No obstante, si 
se desea, E. Coli puede destruirse después de la primera 

etapas
Es especialmente ventajoso realizar el culti 

vo en la primera etapa a una temperatura de aproximadamen­

te 37SC y un pH de aproximadamente 7- Preferiblemente, al 
comienzo en la primera etapa del cultivo, se lleva a cabo 

con un suministro de aire que se interrumpe después que 
han transcurrido aproximadamente las dos terceras partes 
del tiempo de cultivo. Generalmente, la primera etapa se 
da por terminada al cabo de aproximadamente 18 horas.

Es preferible tener una temperatura de apro­

ximadamente 30SC y un pH de aproximadqmente 5 en la segun­

da etapa. -
El valor del pH del substrato en las dos, ;eta 

pas puede regularse de modos diferentes. Por ejemplo, se;-, 

puede utilizar amoníaco gaseoso. '
Frecuentemente, se hace una adición de 0,1- 

0,5 g/litro de cianuro, por ejemplo en forma de ferrocia- 
nuro o ácido cianoacético, en la segunda etapa del cultivo. 
En lugar de dicho cianuro puede utilizarse aneromicina.

Como se ha mencionado arriba, el ácido citri 

co se puede recuperar de la segunda etapa de un modo cono­
cido per se. Por ejemplo, puede utilizarse una precipita­
ción con carbonato de calcio o hidróxido de calcio, y una 
filtración subsiguiente.
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- La invención 3e explicará más en detalle en
relación con los ejemplos de realización que se muestran
a continuación:

Ejemplo 1

Se utilizó un permeato de suero que tenía la

composición siguiente:
Porcentaje on peso

materia grasa 0,20

proteínas 0,05
lactosa 5,o

ácido láctico 0,1

sales 0,6

y el resto, constituido por agua.
El 0,6 por ciento en peso de sales arriba in

dicado podía dividirse de la manera siguiente:
Porcentaje en peso

Oa 0,06

P 0,06

K 0,16 .
N 0,03
NaCl 0,3
El permeato se complementó con 1,2 g/litro

de fosfatos y 1,0 g/litro de nitratos.
El permeato de suero complementado se bombeó

a un termentador continuo (Chemap R), que estaba provisto

de un agitador de turbina. La solución se inoculó con E. 

Ooli KG 93, F**. El cultivo se llevó a cabo a una temperatu­
ra de 37^0 y a un pH de aproximadamente 7* El pH se mantuve 
en un valor estable por medio de amoníaco gaseoso. Se sumi­
nistró aire al cultivo por medio de un compresor.
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Al cabo de aproximadamente 12 horas de cult L 
vo, se interrumpió completamente el suministro de aire p a ­

ra conseguir cierta concentración de acido pirúvico. Des­
pués de aproximadamente otras 6 horas de cultivo sin sumi­
nistro de aire, se bombeó continuamente el líquido proce­

dente del fermentador a otro fermentador del mismo tipo y 
se inoculó en éste con H, Wickerhamii CBS 4308. Esta se­
gunda etapa del cultivo se llevó a cabo a una temperatura 

de 309C y un pE de aproximadamente 5. El cultivo de la se­
gunda etapa se continuó durante aproximadamente 24 horas. 

Asimismo, en la segunda etapa, el pB se mantuvo en un va­
lor estable por medio de amoníaco gaseoso. Durante el cul­
tivo de la segunda etapa se añadieron 0,3 g/litro de ferro 
cianuro.

El rendimiento de ácido pirúvico en la etapa 
primera fue 32 g/litro. El rendimiento de ácido citricb 
después de la totalidad del procedimiento era 43 g/litro. 
Ejemplo 2 '' 1 .

Se repitió el procedimiento del ejemplo l'con'.- 
la excepción de que la primera etapa del cultivo (con EJ'
Coli KG 93s F") se llevó a cabo a una temperatura de 32SC - 

y un valor de pE de 6,5. El cultivo se realizó al princi­
pio durante 16 horas con suministro de aire y luego duran­
te 8 horas sin suministro de aire. La segunda etapa del cu!, 

tivo (con E. Wickerhamii CBS 4308) se llevó a cabo durante 
23 horas a una temperatura de 25^C y a un valor de pE de 

5,5- El rendimiento de ácido cítrico fue 32 g/litro.
Ejemplo 3

Se repitió el procedimiento de acuerdo con el
30
1068
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- ejemplo 1 con lo excepción de que la primera etapa de cul­
tivo se efectuó o una temperatura de 37-0 y a un valor de 

pH de 7)5* El cultivo se realizó al principio durante 14 
horas con suministro de aire y luego durante 7 horas sin 
suministro de aire. Ls segunda etapa de cultivo se realizó 

durante 22 horas a una temperatura de 3030 y a un valor de 
pH de'5)5- No se efectuó adición alguna de ferrocianuro.
El rendimiento de ácido cítrico fue 42 g/litro.

Ejemplo 4
Se repitió el procedimiento de acuerdo con 

el ejemplo 1. Sin embargo, la primera etapa de cultivo se 
llevó a cabo a una temperatura de 37-0 y a un valor de pH 

de 6,5. El cultivo se realizó al principio durante 16 ho-. 
ras con suministro de aire y luego durante 8 horas sin su­
ministro de aire. Además, la segunda etapa del cultivo se 

llevó a cabo durante 24 horas a una temperatura de 2530 y* 
a un valor de pH de 5)0. El rendimiento de ácido cítrico 
fue 50 g/litro.
Ejemplo 5

Se repitió el procedimiento de acuerdo con ; 
el ejemplo 1, con la excepción de que la primera etapa del 

cultivo se llevó a cabo a una temperatura de 3230 y a un 
valor de pH de 6,5. El cultivo se efectuó al principio du­
rante 16 horas con suministro de aire y luego durante 8 

horas sin suministro de aire. Adicionalmente, la segunda 

etapa de cultivo se llevó a cabo durante 24 horas a una 

temperatura de 2530 y a un valor de pH de 6,5. El rendimieu 
to de ácido cítrico fue 1,6 g/litro.

La invención no se limita a las realizacio­
nes indicadas, ya que estas pueden modificarse en diferen­
tes formas dentro del alcance de la presente invención.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invención propia y nueva que 

se presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa­
tente de Invención en España, por VEINTE años, son los que 
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

15.- Un procedimiento para la obtención de 

ácido cítrico, caracterizado por el hecho de que se culti­
va en una primera etapa E. Coli KG 93) F** durante 15-24 ho­

ras a una temperatura de 20-37-C y a un pH de 5)0-7)5 so­
bre un substrato constituido por perneato de suero al que 

se han añadido fosfatos en una concentración de 0,8-1,6 
g/litro y nitratos en una concentración de 0,8-1,2 g/litrc 
o una cantidad correspondiente de urea, y por el hecho de 
que se cultiva en una segunda etapa H. Wickerhamii CBS 4308 
durante 20-26 horas a una temperatura de 15-35^0 y a un pR 

de 4,5-6,5 en la solución de cultivo procedente de la pri­
mera etapa, después de lo cual se obtiene ácido cítrico de . 
la solución de cultivo de un modo conocido per se.

25.- Un procedimiento de acuerdo con la rei-- 

vindicación 15, caracterizado por el hecho de que el culti­

vo en la primera etapa se lleva a cabo al comienzo con su­

ministro de aire, el cual se interrumpe al cabo de aproxi­

madamente los 2/3 del tiempo de cultivo.

35.- Un procedimiento de acuerdo con la rei­

vindicación 15 ó 25, caracterizado por el hecho de que el 

cultivo en la primera etapa se lleva a cabo a una tempera­

tura de aproximadamente 37-0 y a un pH de aproximadamente

7.
45.- Un procedimiento de acuerdo con una cua]
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quiere de las reivindicaciones 13 a 3^, caracterizado por 

el hecho de que el cultivo en la primera etapa se lleva a 

cabo durante aproximadamente 18 horas.

53.- Un procedimiento de acuerdo con cualquie 

ra de las reivindicaciones 13-43, caracterizado por el he­

cho de que el cultivo en la segunda etapa se lleva a cabo 
a una temperatura de aproximadamente 30SC y a un pE de apro 

ximadamente 5.
63.- Un procedimiento de acuerdo con cualquie 

ra de las reivindicaciones 13 a 5-, caracterizado por el 

hecho de que el valor de pll se ajusta por medio de amonía­

co gaseoso.

7a.- Un procedimiento de acuerdo con cual­
quiera de las reivindicaciones 13 3 63, caracterizado por 

el hecho de que el cultivo en la segunda etapa se lleva a 
cabo con un suministro de cianuro que asciende a 0,1-0,$ 
g/litro.

83.- Un procedimiento de acuerdo con una cua¡. 

quiera de las reivindicaciones 13 a 63, caracterizado por 

el hecho de que el cultivo en la segunda etapa se lleva .a - . 

cabo con un suministro de aneromicina. .' -

93.- UN PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE

ACIDO CITRICO.

Tal y como se ha descrito en la memoria que 

antecede, y con los fines que se han especificado.

Esta memoria consta de diez hojas escritas a 

máquina por una sola cara.
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